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摘     要             背景与目的：近年来，microRNA （miRNA） 在肿瘤发生发展中的作用不断被发掘，有望成为新的生物

标志物和治疗反应预测因子。本研究探讨 miR-510 在胰腺导管腺癌 （PDAC） 中的表达及功能，以期为

胰腺癌的早期发现和精准治疗提供新的思路。

方法：采用 qRT-PCR 方法检测 10 对 PDAC 患者的癌组织和配对癌旁正常组织，以及人正常胰腺导管上

皮细胞系 （hTERT-HPNE） 和 4 种 PDAC 细胞系 （PANC-1、MIA PaCa-2、BxPC-3 和 ASPC-1） 中 miR-510

的表达。用 PDAC 细胞系构建 miR-510 过表达及敲低模型，通过 CCK8 实验、克隆形成实验、划痕试验

以及 Transwell 实验观察 PDAC 细胞增殖、迁移和侵袭能力的变化。

结果：miR-510 在 PDAC 患者癌组织中的表达水平明显高于配对的癌旁组织，在 PDAC 细胞系中的表达

水平明显高于人正常胰腺导管上皮细胞系 （均 P<0.05）；功能实验结果显示，miR-510 过表达的 PDAC

细 胞 的 增 殖 能 力 、 迁 移 与 侵 袭 能 力 明 显 增 强 ， 而 敲 低 miR-510 的 PDAC 细 胞 上 述 功 能 则 呈 反 向 变 化

（均 P<0.05）。

结论：miR-510 在 PDAC 中呈高表达，并促进 PDAC 细胞的增殖、迁移、侵袭能力。
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胰 腺 导 管 腺 癌 （pancreatic ductal adeno-

carcinoma， PDAC） 是 一 种 起 源 于 胰 腺 导 管 上 皮 细

胞 的 恶 性 肿 瘤 ， 其 早 期 诊 断 困 难 、 易 耐 药 、 预 后

极 差[1-3]， 在 中 国 恶 性 肿 瘤 病 死 率 中 位 列 第 六[4]，

在美国位列第三[5]。近年研究表明，多种 microRNA

（miRNA） 在 肿 瘤 中 差 异 性 表 达 ， 与 肿 瘤 恶 性 程

度 、 患 者 预 后 和 治 疗 响 应 密 切 相 关[6]。 miR-510 作

为众多 miRNA 的一员被发现在结肠癌[7]，非小细胞

肺癌[8]等多种恶性肿瘤中差异性表达并调控肿瘤生

物 学 特 性 的 作 用 。 然 而 miR-510 在 PDAC 中 的 作 用

尚 未 广 泛 报 道 。 笔 者 前 期 通 过 Kaplan-Meier Plotter

数 据 平 台 分 析 发 现 ， miR-510 与 PDAC 患 者 的 整 体

生存期负性相关。因此，本研究以 miR-510 作为研

究 对 象 ， 并 通 过 实 验 探 讨 miR-510 的 在 PDAC 中 的

表达情况及其生物学功能。

1     材料与方法 

1.1 材料　

1.1.1 组织标本　本研究纳入 10 例 PDAC 患者的肿

瘤 组 织 和 配 对 正 常 组 织 样 本 。 所 有 样 本 来 源 于

2022 年 8 月—2023 年 8 月在桂林医学院附属医院肝

胆 外 科 接 受 手 术 治 疗 的 患 者 。 纳 入 标 准 ： 所 有 入

组患者均经病理组织学确诊为 PDAC，年龄性别不

限 ， 排 除 标 准 ： 既 往 接 受 过 任 何 化 疗 、 放 疗 ； 在

正式纳入研究前，所有患者均有签署知情同意书，
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表 示 同 意 参 与 本 研 究 并 允 许 发 表 研 究 结 果 。 本 研

究 方 案 已 通 过 桂 林 医 学 院 伦 理 委 员 会 的 审 查 和 批

准 （审批号：220YJSLL-04）。

1.1.2 主要试剂及耗材　人 PDAC 细 胞 及 人 正 常 胰

腺 导 管 细 胞 均 购 自 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司

（中 国）， DMEM 培 养 基 （HyClone， 美 国）， 血 清

（Gibco，美国），双抗 （新赛美生物科技，中国）；

逆转录试剂盒 （诺唯赞生物科技，中国），miR-510

模 拟 物 （miR-510 mimics） 及 其 阴 性 对 照 （mimics 

NC）， 以 及 miR-510 抑 制 物 （miR-510 inhibitor） 及

其 阴 性 对 照 （inhibitor NC）（吉 凯 基 因 医 学 科 技 ，

中 国）， U6 及 miR-510 引 物 （北 京 擎 科 生 物 技 术 ，

中 国 ）； Cell Counting Kit-8 （SIGMA， 德 国 ），

Transwell 小室 （CORNING，美国）。

1.2 方法　

1.2.1 细 胞 培 养　 hTERT-HPNE 细 胞 在 含 有 75% 

DMEM 和 25% M3 培养基中生长，加入 5% 的胎牛血

清 （FBS） 以 及 10 ng/mL 的 人 重 组 表 皮 生 长 因 子

（EGF）。PANC-1 和 MIA PaCa-2 细胞在添加 10% FBS

高 糖 DMEM 培 养 基 中 进 行 培 养 。 BxPC-3 和 ASPC-1

细胞所用培养基为含 10% FBS 的 RPMI-1640。

1.2.2 RNA 提取及 qRT-PCR　组 织 样 本 经 剪 碎 研

磨 后 ， 按 每 30~50 mg 组 织 1 mL Trizol 比 例 提 取

RNA； 细 胞 样 本 则 将 对 数 生 长 期 细 胞 接 种 于 6 孔

板，每孔加入 500 μL Trizol 提取 RNA。随后取 1 μg

总 RNA 逆转录成 cDNA，使用实时定量 PCR 试剂进

行扩增。采用 2- ΔΔ Ct 法计算相对表达量，以 U6 为内

参基因。

1.2.3 miR-510 敲低及过表达细胞模型的构建　细胞

分 别 转 染 miR-510 mimics、 mimics NC 以 及 miR-510 

inhibito、 inhibitor NC。 使 用 Lipofectamine 3000 作 为

转 染 试 剂 ， 转 染 6~8 h 后 更 换 为 新 鲜 完 全 培 养 基 。

细 胞 在 转 染 48 h 后 被 收 集 ， 用 于 后 续 实 验 以 评 估

转染效果

1.2.4 CCK8 实 验　收 集 指 数 生 长 期 的 细 胞 ， 用

0.25% 胰酶消化后以完全培养液重悬。将细胞悬液

以 2×104 个/mL 的密度接种于 96 孔板中。在预设时

间点，每孔加入 10 μL 按说明书稀释的 CCK8 试剂，

替换原培养基。轻轻混匀后孵育 2 h，随后使用酶

标仪在 450 nm 波长处测量 OD 值并记录结果。

1.2.5 克 隆 形 成 实 验　 将 指 数 生 长 期 的 细 胞 以

1 000 个/孔 的 密 度 接 种 ， 置 于 37 ℃ 、 5% CO2 培 养

箱中培养 2 周，期间定期更换培养液。当肉眼可见

细胞团块时，用 PBS 洗涤 3 次，随后用多聚甲醇固

定 30~60 min。 加 入 1% 结 晶 紫 染 色 10 min， 再 用

PBS 反 复 清 洗 至 干 净 。 最 后 拍 照 并 使 用 Image J 软

件进行克隆数量统计分析。

1.2.6 划痕试验　在六孔板背面预先画线，随后接

种指数生长期的细胞。待细胞在 37 ℃、5% CO2 条

件 下 培 养 24 h 达 90% 密 度 后 ， 用 无 血 清 培 养 基 饥

饿处理 24 h。使用 10 μL 移液器吸头沿预划线做划

痕 ， 继 续 培 养 并 定 期 更 换 培 养 基 。 每 24 h 用 倒 置

显微镜拍摄划痕区域，利用 Image J 软件选取 6~8 个

随 机 区 域 测 量 细 胞 间 距 离 ， 计 算 平 均 值 以 评 估 伤

口愈合情况。

1.2.7 Transwell 实验　取 24 孔 板 ， 在 下 室 中 加 入

600 μL 含 FBS 的培养基，在上室铺上一层基质胶，

将 Transwell 小室放入孔板中选取呈指数增长期的细

胞接种于上室，放入 37 ℃、5% CO2 培养箱中继续

培养 24~48 h。培养完成后，从培养箱中取出培养

板，用移液吸取小室中的培养基，加入 4% 的多聚

甲 醛 固 定 细 胞 15~20 min。 然 后 用 结 晶 紫 染 色 10~

15 min。显微镜下观察上室底外层的细胞量，并进

行拍照、计数。

1.3 统计学处理　

采 用 Graph Prism 9、 Image J 以 及 SPSS 等 统 计

软件进行数据分析。数据采用均值±标准差 （x̄ ± s）
的形式来表示，比较采用 t 检验，P<0.05 为差异有

统计学意义。

2     结　果 

2.1 miR-510在PDAC组织和细胞中的表达情况　

qRT-PCR 法 检 测 结 果 显 示 ， miR-510 在 PDAC

组 织 中 的 表 达 明 显 高 于 配 对 癌 旁 正 常 组 织 （P<

0.001）（图 1A）；不同的 PDAC 细胞系中 miR-510 的

表达均明显高于人正常胰腺导管上皮细胞 （均 P<

0.05）（图 1B）。

2.2 体外过表达及敲低miR-510对PDAC的生物学

功能的影响　

选 取 miR-510 表 达 量 最 高 的 PANC-1 细 胞 和 最

低的 MIA PaCa-2 细胞构建 miR-510 过表达及敲低模

型 ， 通 过 qRT-PCR 法 验 证 转 染 效 率 ， 结 果 显 示 ：

与 对 照 组 相 比 ， miR-510 mimics 能 够 明 显 提 高
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PANC-1 细 胞 及 MIA PaCa-2 细 胞 的 miR-510 表 达 水

平 ， miR-510 inhibitor 则 明 显 降 低 PANC-1 细 胞 及

MIA PaCa-2 细 胞 的 miR-510 表 达 水 平 （均 P<0.05）

（图 2）。

2.3 过表达及敲低 miR-510 对 PDAC 增殖能力的

影响

CCK8 实 验 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 比 较 ， 转 染

miR-510 mimics 后，PANC-1 细胞及 MIA PaCa-2 细胞

的 增 殖 能 力 较 各 自 对 照 组 细 胞 明 显 增 强 ， 而 转 染

miR-510 inhibitor 后，两种 PDAC 细胞的增殖能力明

显减弱 （均 P<0.05）（图 3）。克隆形成实验检测结

果显示，与对照组细胞比较，转染 miR-510 mimics

的 MIA PaCa-2 细胞及 PANC-1 细胞集落形成数明显

上 升 ， 而 转 染 miR-510 inhibitor 的 两 种 细 胞 集 落 形

成数明显下降 （均 P<0.05）（图 4）。　

2.4 过表达及敲低 miR-510 对 PDAC 迁移能力的

影响

划 痕 试 验 检 验 结 果 显 示 ， 在 转 染 48 h 后 ， 转

染 miR-510 mimics 的 PANC-1 和 MIA PaCa-2 细胞较各

自对照细胞的迁移能力明显增强，而转染 miR-510 

inhibitor 的两种细胞迁移能力明显降低 （均 P<0.05）

（图 5）。　　 
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2.5 过表达及敲低 miR-510 对 PDAC 侵袭能力的

影响

Transwell 实 验 结 果 显 示 ， 过 表 达 miR-510 后 ，

穿过凝胶和滤膜的细胞数量明显增多 （P<0.001），

而 转 染 miR-510 inhibitor 的 两 种 细 胞 穿 过 凝 胶 和 滤

膜的细胞数量明显减少 （均 P<0.05）（图 6）。

3     讨　论 

PDAC 是最为常见的胰腺癌病理类型，占据胰

腺 癌 病 理 总 数 的 90%。 高 度 的 转 移 倾 向 ， 缺 乏 特

异性的症状[9]，诊断和治疗的延迟性[1]，以及对传

统治疗的耐药性[10] 造成了 PDAC 患者预后差，生存

率 低[9,11-13]。 因 此 ， 深 入 理 解 PDAC 的 发 生 发 展 机

制，寻找潜在的治疗靶点是当务之急。

随 着 分 子 生 物 学 领 域 的 进 步 ， 大 量 研 究 证 明

了 miRNA 在 肿 瘤 发 生 发 展 中 的 作 用[14-16]， 揭 示 了

miRNA 在胰腺癌发生和进展中扮演重要角色[17-19]，

有 望 成 为 新 的 生 物 标 志 物 和 治 疗 反 应 预 测 因

子[20-22]。 miR-510 作 为 众 多 miRNA 的 一 员 ， 被 报 道

在 多 种 肿 瘤 中 差 异 性 表 达 并 参 与 调 控 肿 瘤 细 胞 的

增殖、分化和凋亡过程。研究发现，miR-510 在结

肠癌[7]、皮肤黑色素瘤[23]、卵巢癌[24] 及乳腺癌[25] 等

肿瘤中表达上调，在肾癌[26]和原发性胃癌[27]中表达

下 调 。 然 而 ， miR-510 在 PDAC 中 是 否 具 有 调 控 作

用还未见报道，笔者通过数据库分析发现，miR-510

的表达水平与 PDAC 患者的总体生存率呈负相关，

细
胞

入
侵

数

250
200
150
100
50
0

对照组 miR-510 mimics

P<0.05
PANC-1

对照组 miR-510 mimics

细
胞

入
侵

数

150

100

50

0
对照组 miR-510 inhibitor

P<0.05

PANC-1

对照组 miR-510 inhibitor
细

胞
入

侵
数

250
200
150
100
50
0

对照组 miR-510 mimics

P<0.05

MIA PaCa-2

对照组 miR-510 mimics

细
胞

入
侵

数

150

100

50

0
对照组 miR-510 inhibitor

P<0.05

MIA PaCa-2

对照组 miR-510 inhibitor

图6　Transwell 侵袭实验结果

394



第 2 期 王涛，等：miR-510在胰腺导管腺癌中的表达及意义

http://www.zpwz.net

miR-510 是 PDAC 的 危 险 因 素 ， 通 过 qRT-PCR 检 测

方法验证了 miR-510 在 PDAC 组织和细胞中高表达，

因此 miR-510 可能具有调控 PDAC 发生发展的作用。

PDAC 极易转移，大多数患者确诊时已经发生

转移[28-29]。本研究分别在两种 PDAC 细胞系中构建

了 miR-510 敲 低 和 过 表 达 细 胞 模 型 ， 通 过 CCK8 实

验、克隆形成实验、划痕试验和 Transwell 实验检测

了 miR-510 对 PDAC 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 侵 袭 能 力 的

影 响 。 实 验 结 果 发 现 ， 过 表 达 miR-510 可 促 进

PDAC 细胞系的增殖、迁移和侵袭能力，而低表达

miR-510 则具有相反的作用，这些结果印证了预期

的 猜 想 ， miR-510 能 够 通 过 调 控 PDAC 的 增 殖 、 迁

移和侵袭能力来促进 PDAC 的生物学进展。

综 上 ， 本 研 究 揭 示 了 miR-510 在 PDAC 中 的 异

常表达，探讨了其在 PDAC 中的生物学功能作用，

为 进 一 步 探 索 miR-510 在 PDAC 发 生 发 展 中 的 分 子

调控网络奠定了基础。
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